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Skiadniki zestawu 25 izolacji 100 izolacji Warunki
E3510-01 E3510-02 przechowywania

Buffer BT 0.9 ml 3.6 ml 15-25°C
Lyse BT 11 ml 42 ml 15-25°C
Proteinase K (20 mg/ml) 0.6 ml 2.4 ml -20°C
Sol BT 11 ml 42 ml 2-8°C
Wash BTX1 15 ml 60 ml 15-25°C
Wash BTX2 15 ml 60 ml 15-25°C
Elution 3 ml 12 ml 15-25°C
DNA Binding Columns 25 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C
Filtration Columns 25 szt. 2 x 50 szt. 15-25°C
Protokét 1 1




Uwagi wstepne

UWAGA 1 - Przeznaczenie zestawu. Zestaw Bio-Trace umozliwia izolacje DNA ze Sladowych ilosci
réznorodnych prébek biologicznych, np.: krwi swiezej lub mrozonej, plam krwi, $liny, nasienia,
korzeni i trzonéw wtosowych, paznokci, filtrow papieroséw, gum do zucia, fragmentéw tkanek,
moczu.

UWAGA 2 - Maksymalna ilos¢ uzytego materiatu. Ogolna pojemnos¢ minikolumny to 25 pg DNA.
Maksymalna objeto$¢ ptynu nanoszonego na minikolumne to 650 pl.

UWAGA 3 - Przechowywanie komponentéw zestawu. Po rozpakowaniu, zestaw nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej, za wyjatkiem buforu Sol BT oraz Proteinazy K. Bufor
Sol BT nalezy przechowywac w 2-8°C, natomiast Proteinaze K w -20°C.

UWAGA 4 - Dodatkowe zalecenia. Lizaty tkanek charakteryzuja sie duza lepkoscia, co moze
powodowac spowolnione filtrowanie lizatu przez ztoze. Z tego wzgledu zaleca sie sprawdzanie
czy caty lizat oraz kolejne ptukania zostaty catkowicie przefiltrowane przez ztoze i ewentualne
kontynuowanie wirowania do zakonczenia filtrowania.

UWAGA 5 - Dobra praktyka laboratoryjna. Wszelkie roztwory z zestawu do oczyszczania DNA
nalezy przechowywac szczelnie zamkniete, aby unikna¢ zmiany stezen w wyniku parowania. Dla
otrzymania DNA o wysokiej czystosci istotne jest doktadne stosowanie sie do zalecen protokotu.

Wyposazenie i odczynniki dostarczane przez uzytkownika
° Mikrowiréwka, rekawiczki, pipety, jatowe tipsy, jatowe probdéwki 1.5-2 ml, blok grzejny

pozwalajacy na inkubacje prébki w temperaturze do 70°C.

e 1M DTT, alkohol etylowy [96-100% v/V], ksylen i PBS. Aby przygotowac bufor PBS nalezy:
rozpusci¢ 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na,HPO, i 0.24 g KH,PO, w 800 ml H,O. Doprowadzi¢
pH do 7.4 za pomoca HCl i uzupetni¢ H,O do 1000 ml. Wyjatowic.




Protokot

Aktywacja minikolumn wigzacych DNA

lizatu na minikolumne.

o Dodanie buforu aktywacyjnego Buffer BT centralnie na powierzchnie membran zapewnia
kompletne nasqczenie membran buforem aktywacyjnym i uzyskanie maksymalnej wydajnosci
wigzania DNA.

o Aktywacje nalezy wykonac przed rozpoczeciem procedury izolacji DNA.
Przygotowanie materiatu

1-100 pl krwi

1. Do proboéwki typu Eppendorf 2 ml dodac: 1-100 ul $wiezej lub mrozonej krwi, 250 ul
buforu Lyse BT i 10 ul Proteinase K.

O Gdy objetosc¢ probki jest mniejsza niz 100 pl, uzupetnic przy uzyciu PBS do catkowitej
objetosci 100 pl.

2. Wymieszac przez parokrotne odwrdécenie probowki.
3. Przej$¢ do punktu 1. czesci lll. protokotu izolacji DNA.
Plamy krwi, sliny, nasienia i innych ptynéw biologicznych

1. Wycigé fragment materiatu poplamiony krwig, $ling, badz nasieniem (nie przekraczaé
1 cm,). Pocig¢ fragment na mniejsze kawatki. Umiesci¢ pociete skrawki materiatu
w probowce typu Eppendorf 2 ml. Plamy z podtozy twardych zeskrobac i wsypac do
probéwki.

2. Dodac 350 ul buforu Lyse BT i 10 pl Proteinase K. W przypadku plamy nasienia dodaé

dodatkowo 20 pul 1 M DTT.

3. Wymieszac doktadnie przez odwracanie i inkubowa¢ 60 min w 56°C, mieszajac przez
odwracanie co ok. 15 min.

4. Przejs¢ do punktu 1. czesci lll. protokotu izolacji DNA.




C.  Korzenie i trzony wtoséw, paznokcie

1.

4.

a. Odciagc 0.5-1 cm fragmenty wioséw wraz z korzeniami lub pocig¢ trzony wiosowe na
kawatki o dtugosci do 0.5-1 cm (w przypadku prébki bez korzeni).

b. Paznokcie pocigé na drobne kawatki (ponizej ok. 2 mm?).

Umiesci¢ pociete wiosy (nie wiecej niz 20 mg) lub paznokcie w probéwce typu Eppendorf
2 ml. Dodac¢ 350 ul buforu Lyse BT, 20 ul 1 M DTT i 20 ul Proteinase K.

Wymieszac doktadnie przez odwracanie lub worteksowanie probéwki i odwirowa¢ celem
osadzenia wtoséw lub paznokci na dnie probowki. Inkubowac korzenie lub trzony
wtosowe przez co najmniej 60 min w 56°C (do catkowitego strawienia wtosow), mieszajac
przez odwracanie co ok. 30 min. W przypadku paznokci zaleca sie catonocng inkubacje.

o W przypadku izolacji DNA z wtoséw zawierajqcych korzenie nalezy zwracac¢ uwage, aby
korzenie wtosowe byty zawieszone w buforze do lizy. W razie potrzeby zanurzy¢ czesci wtoséw
zawierajqcych korzenie w buforze do lizy za pomocq jatowego tipsa.

Przejs¢ do punktu 1. czesci lll. protokotu izolacji DNA.

D. Filtry papieroséw, gumy do zucia

1.

4.

a. Zdjac bibute z filtra papierosowego, pocia¢ na drobne kawatki i umiesci¢ w probéwce
typu Eppendorf 2 ml.

lub

b. Fragment gumy do zucia (nie przekracza¢ 50 mg) pocig¢ na drobne kawatki i umiescié
w probdéwece typu Eppendorf 2 ml.

Doda¢ 350 ul buforu Lyse BT i 10 ul Proteinase K.

Wymieszac¢ doktadnie przez odwracanie lub worteksowanie probéwki i inkubowaé
60 min w 56°C, mieszajac przez odwracanie co ok. 15 min.

Przejs¢ do punktu 1. czesci lll. protokotu izolacji DNA.

E. Fragmenty tkanek

1.

Pocigé fragment tkanki (nie wiecej niz 10 mg) na drobne kawatki i umiesci¢ w probowce
typu Eppendorf 2 ml. Zawiesi¢ rozdrobniong tkanke w 350 pl buforu Lyse BT. Doda¢

20 ul Proteinase K.

Wymiesza¢ doktadnie przez odwracanie lub worteksowanie probéwki i inkubowac 3-6 h
w 56°C, mieszajac przez odwracanie co ok. 30 min.

O Po inkubacji zawiesina tkanki powinna by¢ catkowicie strawiona, w przeciwnym razie
inkubacje nalezy kontynuowac do catkowitego strawienia tkanki.

Przejs$¢ do punktu 1. czesci lll. protokotu izolacji DNA.




Protokét

Fragmenty tkanek utrwalonych w parafinie

1.

Fragment tkanki utrwalony w parafinie (nie wiecej niz 25 mg) pocia¢ na drobne kawatki
i umiesci¢ w probowce typu Eppendorf 2 ml.

Dodac¢ 1 ml ksylenu. Doktadnie wymieszac przez worteksowanie probéwki. Inkubowac
15 min w temperaturze pokojowe;j.

Wirowac przez 3 min z predkoscia 11 000 x g. Wybrac ostroznie supernatant znad osadu.
Do osadu dodac¢ 1 ml ksylenu, wymieszac przez worteksowanie.
Wirowac przez 3 min z predkoscia 11 000 x g. Wybra¢ supernatant znad osadu.

Do osadu dodac 1 ml 96% etanolu. Wymieszac przez worteksowanie lub odwracanie
probéwki.

Wirowac przez 3 min z predkoscia 11 000 x g. Wybra¢ supernatant znad osadu.
Powtorzy¢ etapy 6-7.

Inkubowac otwartg probéwke w 37°C do momentu catkowitego odparowania etanolu
(ok. 15 min).

10. Zawiesi¢ probke w 350 ul buforu Lyse BT. Dodac 20 ul Proteinase K.

11. Kontynuowac procedure od punktu 2. protokotu E. Fragmenty tkanek.

Fragmenty tkanek utrwalonych w formalinie

1. Fragment tkanki utrwalony w formalinie przeptuka¢ dwukrotnie w buforze PBS.

2. Pocigé fragment tkanki (nie wiecej niz 25 mg) na drobne kawatki i umiesci¢ w probowce
typu Eppendorf 2 ml. Zawiesi¢ rozdrobniong tkanke w 350 ul buforu Lyse BT. Dodac
20 ul Proteinase K.

3. Kontynuowac procedure od punktu 2. protokotu E. Fragmenty tkanek.

Mocz

1. Do probéwki typu Eppendorf 2 ml doda¢ 2 ml moczu.

2. Zwirowac mocz w mikrowiréwce przez 2 min z predkoscia 6 000 x g.

3. Ostroznie wybrac supernatant. Do osadu doda¢ 350 ul buforu Lyse BT, 20 ul 1 M DTT
i 10 pl Proteinase K.

4. Worteksowac przez 15 s.

5. Inkubowac 60 min w 56°C, mieszajac przez odwracanie co ok. 15 min.

6. Przejsc¢ do punktu 1. czesci lll. protokotu izolacji DNA.




10.

11.

12.

Izolacja DNA

Dodac 350 ul buforu Sol BT i doktadnie wymieszac przez kilkukrotne odwrdcenie probowki.

Inkubowac 10 min w 70°C.
W przypadku prébek materiatéw biologicznych wymienionych w sekcjach:

A nie dodawac etanolu (96-100%)
B, D, H doda¢ 180 pl etanolu (96-100%)
C dodac 230 pl etanolu (96-100%)
E, F, G dodac 350 pl etanolu (96-100%)

Doktadnie wymieszac przez kilkukrotne odwrdécenie probéwki.
Wirowac przez 2 min z predkoscia 12 000 x g.

Przenie$¢ 600 pl supernatantu do minikolumny wigzacej DNA (DNA binding spin-

procedury izolacji DNA.

Wirowac¢ minikolumne wiazacg DNA przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

o W przypadku niecatkowitego przefiltrowania lizatu przez ztoZze wirowanie nalezy kontynuowac.

Wyja¢ minikolumne, wyla¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem w probéwce
odbierajace;j.
Przenies$¢ pozostafos’c’ supernatantu lub przesacz z m|n|ko|umny ﬁItracyjnej do

przez 2 min z predkoscia 11 000 x g celem przefiltrowania pozostafosu lizatu przez ztoze.
o W przypadku niecatkowitego przefiltrowania lizatu przez ztoze wirowanie nalezy kontynuowac.

Wyja¢ minikolumne wigzaca DNA, wylac¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem

w probdéwce odbierajace;j.

Doda¢ 500 pl buforu ptuczacego Wash BTX1 do minikolumny wiazacej DNA i wirowac

przez 1 min z predkoscig 11 000 x g.

Wyja¢ minikolumne wigzaca DNA, wylac¢ przesacz i umiesci¢ minikolumne z powrotem

w probdéwce odbierajace;j.




13.

14.

15.
16.

17.

Protokét

przez 2 min z predkoscig 11 000 x g.

0 Podczas wyjmowania minikolumny zwrdcic¢ szczegélng uwage aby nie zanieczyscic prébki buforem
ptuczqgcym. Jezeli minikolumna nie jest catkowicie sucha, wylac przesqcz, umiescic jg w probéwce
i ponownie wirowac przez 1 min.

o Dodanie buforu eluujgcego centralnie na powierzchnie membrany zapewnia uzyskanie
maksymalnej wydajnosci odzysku DNA. Nalezy unikac dotykania scianek minikolumn mikropipetq,
aby nie przenosic sladéw DNA pomiedzy kolejnymi minikolumnami.

o W celu podniesienia wydajnosci odptukania z membran DNA genomowego mozna bufor Elution
ogrzac do temp. 80°C.

0 Do elucji DNA mozna uzywac:
e Buforu 5-10 mM Tris-HCI, pH 8.0-9.0
e Buforu TE, pH 8.0-9.0 (nie zalecany w przypadku sekwencjonownia DNA)
o Innych buforéw do celéw specjalnych, o pH i stezeniu soli zblizonych do buforu 5-10 mM
Tris-HCI, pH 8.0-9.0.

analiz/manipulacji, moze by¢ przechowywane w 2-8°C lub zamrozone w -20°C.




Srodki ostroznosci

Buffer BT

Sol BT

Niebezpieczeristwo

H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.
P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P260 Nie wdychac par/rozpylonej cieczy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowaé sie
z lekarzem.

Lyse BT

Uwaga

H319 Dziata draznigco na oczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochroneg twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

Proteinase K

&

Niebezpieczeristwo

H334 Moze powodowaé objawy alergii
lub astmy lub trudnosci w oddychaniu
w nastepstwie wdychania.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P342+P311 W przypadku wystapienia
objawdw ze strony uktadu oddechowego:
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

Uwaga

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknieciu
lub w nastepstwie wdychania.

H315 Dziata drazniaco na skore.

H319 Dziata draznigco na oczy.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potkniecia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drég oddechowych: wyprowadzic¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodg przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
EUHO032 W kontakcie z kwasami uwalnia
bardzo toksyczne gazy.




Wash BTX1

Srodki ostroznosci

Wash BTX2

10

Uwaga

H226 tatwopalna ciecz i pary.

H302+H332 Dziata szkodliwie po potknigciu
lub w nastepstwie wdychania.

H315 Dziata draznigco na skore.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od Zrédet ciepta,
goracych powierzchni, zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
pali¢.

P261 Unika¢ wdychania par/ rozpylonej
cieczy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P301+P312 W przypadku potknigcia:
w przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac¢ sie z osrodkiem zatruc/
lekarzem.

P304+P340 W przypadku dostania sie do
drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego
oddychania.

P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ woda przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sq
i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.

Niebezpieczenstwo

H225 Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319 Dziata drazniaco na oczy.

P210 Przechowywac z dala od zZrédet ciepta,
goracych powierzchni, zrédet iskrzenia,
otwartego ognia i innych Zrédet zaptonu. Nie
palic.

P280 Stosowaé rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.
P305+P351+P338 W przypadku dostania sie
do oczu: ostroznie ptukaé¢ wodg przez kilka
minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sa
i mozna je tatwo usunac¢. Nadal ptukac.
P337+P313 W przypadku utrzymywania
sie dziatania drazniacego na oczy: zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P403+P235 Przechowywa¢ w dobrze
wentylowanym  miejscu. Przechowywac
w chtodnym miejscu.




O GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit jest przeznaczony do szybkiej

izolacji DNA komorkowego (genomowego i mitochondrialnego) ze sladow
biologicznych (w szczegdlnosci bedgcych przedmiotem zainteresowania
medycyny sqdowej), np.: krwi swiezej lub mrozonej, plam krwi, sliny, nasienia,
wtoséw, paznokci, filtréw papierosoéw, gum do zucia, fragmentéw tkanek, moczu.

Zestaw zapewnia wydajne oczyszczanie DNA
zaréwno z prébek $wiezo pobranych jak i wieloletnich,
wysuszonych lub zakonserwowanych, np. w alkoholu
czy formalinie. Oczyszczone DNA nie zawiera
zanieczyszczen m.in. takich jak: biatka, lipidy, barwniki,
detergenty, organiczne inhibitory enzyméw, zwiazki

buforowe, sole, kationy dwuwartosciowe.

W trakcie izolacji DNA préobka poddana zostaje
solubilizacji/lizie w obecnosci buforéw stymulujacych
dezintegracje pozostatosci struktur tkanek i komoérek
oraz ochraniajacych DNA samoistnie uwolnione
w trakcie postepujacego rozktadu starszych prébek.

Solubilizacja prébki wspomagana jest proteoliza.

Proteinaza K catkowicie degraduje biatka komérkowe,
w tym biatka wigzace DNA i nukleazy. Dodanie
specjalnego buforu oraz etanolu wytwarza warunki do
selektywnego wigzania DNA do ztoza GeneMATRIX.
Podczas krétkiego wirowania nastepuje wigzanie DNA
do ztoza, natomiast niezwigzane zanieczyszczenia
pozostaja w wycieku z kolumny. Ich $ladowe
pozostatosci na ztozu sg skutecznie usuwane w trakcie
dwdch etapéw ptukania. Elucje oczyszczonego DNA
wykonuje sie buforem niskosolnym, np.: zawierajacym
Tris-HCI, TE lub woda destylowana. Oczyszczony
preparat DNA nadaje sie do bezposredniego uzytku.

Nie wymaga dalszej precypitacji etanolem.

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generacji wigzagce DNA i RNA, wykorzystujace

selektywne wtasciwosci wigzania kwaséw nukleinowych przez kompozytowy SiO, .W celu

osiggniecia wysokiej wydajnosci i czystosci otrzymanych kwaséw nukleinowych, opracowano

wyspecjalizowane bufory wigzace i ptuczace, projektowane pod katem optymalnego

wykorzystania wtasciwosci nowych membran.

Zastosowanie gotowych do uzycia membran,
umieszczonych  w kolumienkach wirowniczych
(ang. Spin-format) w potaczeniu ze specjalng
konstrukcja naszych minikolumn, istotnie poprawia
jakos¢ uzyskanego preparatu DNA lub RNA. Celem
monitorowania kompletnego wymieszania roztworéw
oraz utatwienia procedury izolacji DNA, czes¢

roztworéw wyznakowano barwnikami.

W efekcie przekazujemy w Panstwa rece zestawy
sktadajace sie z nowych zt6z i buforéw reakcyjnych,
ktérych uzycie gwarantuje szybkie, proste, bezpieczne

i jednoczesnie wydajne otrzymanie ultraczystych

kwaséw nukleinowych. Uzyskane DNA lub RNA
nadaje sie bezposrednio do zastosowan w technikach
biologii molekularnej, m.in.: trawienia enzymami
restrykcyjnymi, defosforylacji/fosforylacji, ligacji,
badan oddziatywania biatko-DNA, sekwencjonowania,
blottingu, translacji in vitro, otrzymywania cDNA,
hybrydyzacji. Dodatkowa =zaleta zestawodw jest
powtarzalno$¢ wtasciwosci zaréwno membran jak
i buforéow wiazacych, poniewaz przygotowanie

komponentéw odbywa sie w EURx sp. z 0.0.
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